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Effect　of　Verapamil　on　Excitation－Contraction
Coupling　in　Frog　Single　Twitch　Muscle　Fiber
　　　I．Effect　of　VerapamiI　in　Low　Concentration
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　　　　The　e廷ects　of　verapamil　in　low　concentration（．0．1　mM）on　electrical　and　mechanical　responses
in　single　twitch　muscle　fiber　of　the　frog　were　examined　and　the　following　results　were　obtained．
　　　1）　Twitch　tens．ion　was　potentiated　by　verapamil　during　the丘rst　2　min　after　application　and
then　declined　little　by　Iittle．
　　2）　Resting　and　acti．on　potentials　were　not　changed　by　verapamiI　except　for　an　enhancement　of
anegative　afterpotential．
　　3）　The　duration　of　the　active　state　was：prolonged　by　1．5　tirnes　2　min　after　the　application　of
veraparnil．
　　4）　Tetanic　stimulation　caused　the　twitch－Iike　response　and　its　tension　was　about　70％of　control
tetanus　tension　2　m量n　after　the　application　of　verapamil．　Under　this　condition，　the　action　potential
could　be　generated　by　only　the　first　one　or　two　stimuli．
　　5）　The　mechanical　threshold　was　shifted　to　the　left　by　verapamil．
　　6）　The　rate　of　rise　and　the　peak　tension　of　caffeine　contracture　were　potentiated　by　vera．pamil．
　　　　On　the　basis　of　these　results，　the　relation　between　twitch　potentiation　and　the　change　in　the
active　state　with　verapamil　in　low　concentration　was　discussed．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　January　28，1981　and　accepted　February　16，1981）
1　緒 言
　Ca拮抗薬またはCaプロッカーといわれている1）
verapamilおよびそのmethoxy誘導体であるD600が，
心筋および平滑筋の興奮収縮連関（E－Ccoupling）を
抑制することが知られてお房～4｝この抑制効果は．，興奮
に伴うslow　inward　current（主にCaイオンによって
運ばれる）の抑制によると考えられている卵
　一方，骨格筋に対するverapamilの作用に関する報
告は比較的少なく，カエル骨格筋においてverapamil（0．1
－2．OmM）は膜の興奮性を抑制し，単収縮およびカリ
ウム拘縮（K拘縮）を抑制するこ．とllまた，　D　600は高
濃度（3×10－5M以上）で単収縮を抑制するが，低濃度
（10　5M）では単収縮を増強させることが報告されてい
にすぎない§｝かつ，低濃度D600が単収縮を増強させ
る事実は，上述の心筋および平滑筋に対するこれらの
薬物作用とは丁度逆の作用を示す点で興味がある．
　われ．われはカエル単一速筋線維に対する種々濃度
Verapami1の作用を収縮性および興奮性について検討し
たが，本報ではとくに低濃度verapamilの作用につい
ての成績を述べる．
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2　材料および方法
2．1　材　　　料
　カエル（R伽α加。競α）の半出様筋（M．semiten．
dinosus）から分離した単一速筋線維（single　twitch
muscle丘ber）を用いた．
2．2　機械的応答の記録
　分離したsingle　twitch　muscle　fiberを容量約
0．7mJのアクリル製容器内に横たえ，一方の腱を容器に
付着しているフックに，他方をストレソゲージ（日本
光電社製，SB－IT－H）あるいはmechanoelectric
transducer（東芝社製，5734A）のレ・ミーにそれぞれア
ロンアルファ（東亜合成化学社製）で接着し，静止長
（slack　length）の約130％まで伸展させた。筋の機械
的応答はペン書きオッシ・グラフ（日本光電社製，WI
－180）により記録された．
　活動状態の持続時間はMacpherson　and　Wilkieg）の
方法に準じ，単収縮曲線と強縮曲線が分離するまでの
時間を測定することにより求められた。
　電気刺激は電子管刺激装置（日本光電社製，MSE－3）
を用い，アイソレーター（日本光電社製，MSE－JM）
を介して矩形波として与えられた．刺激の持続時間は
0，5msecとした．刺激電極には二本の白金線からなる
wire　electrodeを用い，電極間距離を2．5mmとした．
　液交換はHodgkin　and　Horowiczlo）の方法に準じ1
秒以内に完了するように行なわれた．
2．3　静止および活動電位の記録
　静止および活動電位の測定は，細胞内微小電極法に
よりthin　bundleの表層の筋線維について行なわれた．
微小電極には3MKCIを充填した電極抵抗10－20　MΩ
のガラス電極が用いられた．細胞内に刺入された微小
電極からの信号は微小電極用増幅器（日本光電社製，
MZ－4）により増幅され，ブラウン管粥ッシロスコープ
（日本光電社製，VC－9）により観察された．
　以上の実験は1979年4月一1980年3月の期間にお
いて，室温（20－25℃）下に行なわれた．
2．4　溶　　　液
　2．4．1正常Ri皿ger液：115　mM　NaCl，2．5mM
KCI，1．8mM　CaC12，5mM　Tris－HCI　buffer
（pH　7．0）
　2．4．2K－Ringer液：正常Ringer液のNaClを一
部KC1と置換することにより調製された．なお190　mM
K－Ringer液は95　mM　K2SO4で正常Ringer液の
NaClおよびKC1を置換して調製された．
　2．4．3　VerapamilおよびcaffeineはすべてRinger
液に溶解して用いられた．本実験に用いられたverapamiI
の終濃度はすべて0．1mMであった．
2．5　試　　　薬
　Verapamilはエーザイ社より，　cafFeineは和光純薬
から供給されたものを用いた．その他の試薬はすべて
市販の特級製品であった．
3　成 績
3．1単収縮および強縮に対するverapamilの影響
　Figure　1に単収縮に対するverapamilの影響の典型
例を示す．Verapamil（0．1mM）作用とほぼ同時に単
二L
　　　　lmin
環灘購1．蕪講騨
　　　　　　　　O．1mM　verapamil　30　min
Fig．1　Effect　of　verapamil　on　twitch　in　frog　single　twitch　muscle丘ber．
　　　were　applied　at　a　frequency　of　O．2／sec．　Fiber　diameter，70μm．
Electrical　stimuli
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収縮は増強し始め，1．43±0。7分（mean±S．E，　n＝9）
で最大に達し（作用前の張力の2．93±0．18倍，mean±
S．E，　n＝9），その後単収縮は次第に減少した．しかし，
verapamil作用後30分においてもverapamil作用前以
上の発生張力を示す場合もあり，また刺激頻度を増し
た場合（0．5／sec以上）には30分以前に単収縮の欠落が
認められる場合もあった．Verapamil作用2分後の単
収縮は作用前のそれにくらべ，全体として大きく，立
ち上がり速度および弛緩速度が増大し，一方収縮時間
は延長する傾向が認められた。このときhalf－time　to
peakは約1．7倍に延長した（Fig．2）．
　Figure　3に強縮に対するverapalnilの影響を示す．
0．1mM　verapamilを2分間作用させた後，100　Hz，50
msecの頻回刺激によるshort　tetanusは一見単収縮様
の収縮を示し（Fig．3b），また張力はverapamil作用前
b
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のそれ（Fig．3a）の69．2±6．0％（mean±S．E．，n＝3）
に減少した．
3．2　活訴状動に対するverapa皿ilの影響
　Figure4に活動状態の持続時間に対するveraPamilの
影響を示す．Macpherson　and　Wilkieg）の方法に準じ
て活動状態の持続時間を測定すると，0．1mM　vera－
pamilの作用後2分において，その持続時間は作用前の
それの約1．5倍に延長し，その後30分までわずかに延
長する傾向が認められた．
3．3静止および活動電位に対するverapami1の影響
　Figure　5およびTable　1に示すように，0．1mM
verapamilは静止および活動電位の大きさにほとんど変
化を与えなかったが，活動電位の陰性後電位の大きさ
および持続時間を増加させる傾向が認められた．これ
らの変化はverapamil作用直後から30分までほとんど
同様であった．また，0．1mM　verapamilの2分間前処
理により，100Hzの頻回刺激に対する活動電位の欠落
が認められた（Fig．6）．
3．4K拘縮およびca∬eine拘縮に対するverapami1
　　の影響
　Figure　7にK拘縮の閾曲線に対するverapamilの影
響を示す．0．11nM　verapamilの2分間作用により，K
拘縮の閾曲線は高濃度Kにおいてはほとんど影響され
ないが低濃度Kにおいて左方へ移動した．
　Figure　8に示すように，0．1mM　verapamilの2分間
。
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Fig．3
　　　twitch　muscle　fiber．
Effect　of　verapamil　on　tetanus　in　frog　single
　　　　　　　　　　a．contro1；b．　tetanus
recorded　2　min　after　the　addition　of　O．1　mM
verapamil．　Stimulation：frequency，100／sec；
duration，50　msec．　Fiber　diameter，75μm．
　　　0　　　　　　　10　　　　　　20　　　　　　30
　　　　　　　　　　Time　（min）
Fig．4　Effect　of　verapamil　on　the　duration　of　the
　　　active　state　during　a　single　twitch．　Vera－
　　　pamil　concentration　was　O．1　mM．　The
　　　vertical　bar　of　each　point　gives　the　mean±
　　　S．E．（n＝3）．　Fiber　diameter，70－80μm．
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a b
Fig．5　Effect　of　verapamil　on　action　potential．　a．　control
　　　　　　min　after　the　addition　of　O．1　mM　verapamil．
；b．action　potential．recorded　2
Table　1助6’（ゾ四θ吻α〃〃。ηα吻房劾4εげ惣∫琵㎎ρo纏磁」，αご’加
ρo擁関町忽π卿吻6観の。人日．
CQntroI 0．11nM　verapami1
amplitude　of　resting
　　　　　　　potential（血V．）
ampli亡ude　of　action
　　　　　　　potentia1（mV）
amplitude　of　negative
　　　　afterpotentia1（虚V）
一86．3±．2．0　（n＝24）
110．1±2．7　（n＝24）
18．5±1．2　（n＝24）
一85．4±3．1　（n；11）
108．0±2．8　（n＝11）
21．6±1．7　（nコ．II）
Values　are　given　as　mean±S．．　E．
The　muscles　were　exposed　for　2　min　to　normal　Ringer　solution　with
or　without　O．1mM　verapamil　before　the　measurement　of　action　poten－
tialS．
a b
・・m・L
　　　　　20msec
Fig．6　Effect　of　verapamil　on　action　potential　by　repetitive　stimulation．　a．　control；b．
　　　　　　action　potential　recorded　2　min　after　the　addition　of　O．1　mM　verapamil．　Electri－
　　　　　　cal　stimuli　were　applied　at　a　frequency　of　100／sec．
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Fig．7　Effect　of　verapamil　on　the　relation　between
　　　Kconcentration　and　peak　tensiQn．　The
　　　scale　for　the　K　concentration　is　logarlthmic．
　　　The　vertical　bar　of　each　point　gives　the
　　　mean±S．　E．（n＝4－7）．
　　　●＝control．　○：2min　after　the　addition
　　　of　O．1　mM　verapamil．　Fiber　diameter，70－80
　　　μm．
b
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Fig．8　Effect　of　verapamil　on　caffeine　contracture．
　　　a．control；b．　contracture　recorded　2　min
　　　after　the　addition　of　O．1　mM　verapamil．
　　　Fiber　diameter，70μm．
作用により，4mM　cafFeine拘縮の立ち上がり速度およ
びpeak　tensionが増大した．なお，5mMおよび7mM
caffeineにおいてもpeak　tensionの増大が認められた．
4　考 察
　本実験において，低濃度verapamil（0．1mM）は単
収縮を増強させ，このとき単収縮の立ち上がり速度お
よび弛緩速度を増大させることが認められた（Figs．1
and　2）．　Mo㎜aerts　and　Langer11）1こよれぽ，単鵬
を増強させる要因として主に活動状態の持続時間の延
長（mechanism　A），活動状態の強さの増大
（mechanism　B）および収縮速度の変化（mechanism
C）が考えられるという．本実験において，0．1mM　vera－
pamilにより単収縮が最大に増強されている時点
（verapamil作用後2分）において，活動状態の持続
時間はverapamil作用前のそれの約1．5倍に延長した
（Fig　4）．このことは，従来，単収縮増強作用を示す
ものとして知られている異常アニオン12～M♪の場合と同様，
低濃度verapamilによる単収縮増強の主な要因は，活
動状態の持続時間の延長（すなわちmechanism　A）で
あることを示唆する．また彼らによれば，単収縮の増
強がmechanism　Aと関係する場合，単収縮の立ち上が
り速度は変化せず，一方弛緩速度は減少し，全体とし
て収縮時間が延長すると考えられている．しかし，0．1
mM　verapamilの場合その2分間作用により単収縮の
収縮時間は延長する傾向にあるが，立ち上がり速度お
よび弛緩速度は共に増大した（Fig．2）．この事実は単収
縮の増強が上述のmechanism　Bと関係している場合に
期待されるものとほぼ一致する．したがって，低濃度
verapamilによる単収縮の増強は活動状態の持続時間
の延長（mechanism　A）および活動状態の強さの増大
（mechanism　B）両者に関係していると考えられる．
　一般に活動状態の強さは強縮のpeak　tensionの大き
さで表わされる．0．11nM　verapamilを2分間作用させ
て，単収縮が最大に増強されている時点で100Hzの頻
回刺激を与えると単収縮様の応答を示し，かつその張
力はverapami1作用前のそれの約70％に減少した（Fig．
3）．これはverapamilによる活動電位の欠落によるも
であり（Fig．6），したがってverapami1による活動
状態の強さの増大を実験的に実証できない。しかし，
低濃度verapamilを2分間作用させることにより
cafFeine拘縮が増強される事実（Fig．8）は低濃度
verapamilが活動状態の強さを増大させる可能性を示唆
するかもしれない．なお最近Treffers　and　Marwaha8）
はカエルsartorius　muscleにおいて低濃度（10－5M）
D600が単収縮を増強させることを認め，これはD600．
が膜に結合したCaを置換するためであろうと推論して
いることから，単収縮増強作用の機序に関してCa動態
に対するverapamilの作用の面からさらに検討を要す
ると考えられる．
　一方，Fig．3に示した事実，すなわち低濃度verapamil
により強縮は単収縮様iになり，かつその張力が減少す
る事実は，この条件下に活動電位の欠落が認められた
こと（Fig．6）から，おそらく単収縮の欠落によるもの
と考えられる．さらに，Van　der　Kloot　and　Kita15）に
よれぽve「aPamilはCaのみならずNaおよびKコン
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ダクタソスを抑制するという．したがって，100Hzの
頻回刺激に対する活動電位の欠落（Fig．6）は一応これ
らによることも考えられる．しかし，刺激間隔が長い
場合は活動電位にほとんど影響が認められず（Fig．5and
Table　1），刺激間隔の短い（頻回刺激，100　Hz）場合
のみ活動電位の欠落が起こる理由はなお明らかでない．
　0．1mM　verapamil作用により頻回刺激における活動
電位の欠落が認められた事実（Fig．6）および単収縮に
対するverapamilの影響がveraPamil作用とほとんど
同時にあらわれる事実（Fig．1），さらに，　verapamilに
より陰性後電位の大きさおよび持続時間が増大される
事実（Fig，5　and　Table　1）および横行小管系（T
－system）破壊筋において後電位が消失する事実から，
後電位はT－systemに関係するというGage　and
Eisenbergの報告16）を考慮すると，　verapamilの作用点
は表面膜およびT－systemにあると考えられる．しか
し，cafFeine拘縮が増大される事実（Fig．8）および
Bondi7〕によりverapami1の細胞内への取り込みが認め
られていることから，verapamilが細胞内へ入り，丁丁
胞体（SR）に直接作用する可能性も全く除外すること
はできないと考えられる．
　低濃度（0．1mM）verapamilはK拘縮の閾値を左方
へ移動させた（Fig、7）．このことは，　Dδrrscheidt－Kafer
の報告｝7）すなわち，低濃度（0．2mM以下）D600が機
械的閾値をよりマイナス側へ移動させる事実とも一致
し，興奮収縮連関を促進させる可能性を支持すると考
えられる．したがって，低濃度verapamilは興奮収縮連
関を促進させることにより活動状態に影響を与え，単
収縮を増強させるかもしれない．
　以上，低濃度（0．1mM）verapamilによる単収縮の
増強は，主に活動状態の持続時間の延長によると考え
られるが，さらに活動状態の強さの増大も関係してい
る可能性が考えられる．なお，前述したごとく，後者
については推測の域をでない．また，低濃度verapami1
は興奮収縮連関を促進すると考えられ，その促進が活
動状態に影響を与えて，単収縮を増強させるのであろ
う．かつ，verapamilの作用点は表面膜およびT－system
にあると考えられる．しかし，verapamilが細胞内に入
り，直接SRに作用する可能性も全く除外することはで
きない．
5　結 語
　カエル単一速筋線維の興奮性および収縮性に対する
低濃：度（0．1mM）verapami1の作用を検討し，以下の
成績を得た．
　1）　Verapamilにより単収縮はいったん増強され，
その後徐々に減少した．
　2）　Verapamilにより静止および活動電位の大きさ
は変化しないが，陰性後電位の大きさが増大した．
　3）Verapamil作用2分後，活動状態の持続時間は
約1．5倍に延長した．
　4）　Verapamil作用2分後，頻回刺激（100　Hz）に
よるshort　tetanusは一見単収縮様で，張力は作用前の
約70％であった．このとき活動電位の欠落が認められ
た．
　5）　VerapamilによりK拘縮の閾値は左方へ移動し
た．
　6）Verapamilによりcaffeine拘縮の立ち上がり速
度およびpeak　tensionが増大した．
　以上 成績に基づき，低濃度verapamilによる単収
縮増強作用と活動状態の持続時間およびその強さの変
化の関係について論じた．
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